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[0001] Die vorliegende Erfindung MrifR allgemein ein Verfahren zum Nachwesen von Pilzzellen in Winischem Mate- 
rial urrter Extrahieren von Pilz-DNA aus Vollblut mit den Schritten: 

a) Isolation uberwiegend intakler Pilzzellen aus dem Vollblut. und 

b) Extrahieren von DNA aus den isolierten Pilzzellen durch 
b1) AufschlieBen der isolierten Pilzzellen, und 
b2) Isolation der Pilz-DNA. 

rniroi Pin Hprartines Verfahren ist aus der WO 93/23568 bekannt. . 
SSS SSsen von Pilzzellen in Winischem Materia, sind auBerdem aus der P*«^*£"» 

En steSaltfBig auf einer Anzuchtung von Pilzspezies aus Winischem Matena. auf entsprechenden Nahrme- 

fiou41 Durch diese Anzuchtung z.B. in Petrischalen und den Nachweis anhand der gewachsenen oder auch nicht 
a^Len^ tolSen^die Nachweisgeschwindigkeft sowie -empftxllichkert insbesondere wegen des langsamen 

eine auBerst komplikationstrachtige Biopsie eines Organes oder sogar erst nach dem Tod des Paterrten 9esteirt. 
ToSsT Da1SeL>eanVerfahrenzum 

Sd^e^nThren PHzspezies als bedeutende nosokomiale Pathogene eine erheWiche Bedeutung fur .mmun- 
rjriSrtSeS erlangThaben. Vor allem nach Knochenmarkstransplantationen (KMT), aberauch nach L^- 
PanS Herz- und Herz-Lungen-Transplantationen haben invasive Pilzinfektionen erhebhch zugenom- 
men S i^ z a Jihr 1^4 vor allem in franzOsischen KMT-Zentren zu einer sotehen Haufcng vor a>.em von 
Asoeroillusinlektionen gekommen. daB diese Zentren mehrere Monate geschlossen werden muBten. 
\S£S Neben den organtransplantierten Patienten sind aber auch Patienten mit Krebserkrankung, voraMem nach 
SthST^SSchtn Eingriffen. Verbrennungspatienten sowie Patienten 

zunelLnd von invasrven Pilzinfektionen betrofle, ^^^^ 
einer Beteiligung eines Organsystemes oder gar mehrerer Organsysteme kommt. betragt d.e Sterbl.chkert an d.eser 

3 XVe^ verbundenen Nachtale werden intensive BemOhungen unternom- 

men eine fruhzeitige Sicherung der Diagnose einer systemischen Pilz.nfeW.on zu ermoghchen. 

£^8 li^ 

S Pilzs^eL In WinischenTMaterial is^ 

ZSXSZZ L Patientenb.ut isdiert. wobei die PilzzeBen zuerst von dem Qbrigen B.utmater*., tjOTt wer- 
JeTDanach wird die Pilzzellwand aufgebrochen urxldiePflz-DNAisoliert. Darausw,rddanne.n Segmer^den^S 
TmSu^L Polymerase-Kettenreaktion amplrfiziert und mit verschiedenen **" nd 
derisolierten DNA konnen auBerdem verschiedene Pilzspezies voneinander untersch.eden werden. 
f<£o? D* weseStehen Protteme des Nachweises von Pilzinfektionen mit Hilfe molekularb,olog.scher Techniken 
SabJ ^L7dTe^ehr tomplexe Zusammensetzung der POzzeilenwand zurOckzufuhren, die b.sher ze rt aufwend.ge 

aher auch teure Extraktionsverfahren erforderlich machen. ^-.^^ 

mum Eir wertSes Problem besteht darin, daB eine zunehmende Zahl von Pilzspez.es be. den .mmunsuppr^erten 
51 fZo"Se SLnen auslOsen kann. woraus die Notwendigkert resuWert eine F0«e 
p£2umm und -stammen bei diesen Patienten erfassen und bestimmen zu mOssen. Da s.ch d.e Therap.e der Infek- - 
KS£ Pilzspezies namlich unterscheidet. ist esfolgNch erforderlich. nicht nur alle PUzspez.es erfas- 
sen sondern diese auch differenzieren und identifizieren zu konnen. w^k™ rta hin- 
m 11 Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorfiegenden Erfindung. das emgangs erwahnte Verfahren data 
oehend weiterzubilden, daB eine f ruhzertige Diagnose einer Pilzinfektion moglich wird. 

Sm? Das Vekhren soil dabei mOglichst schnel. und einfach durchzufQhren sein. mOghchst v,e.e P-bspez.es erfas- 
sen und in einer Weiterbildung auch identif izieren konnen. 

[001 3] Diese Aufgabe wird bei einem Verfahren der eingangs genannten Art dadurch gelost. daB der Scnntt a) a.e 
weiteren Schritte umfaBt: 

a1) AufschlieBen der im Vollblut befindlichen Blutzellen; und 
55 a2) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen von zellularer DNA. 
[0014] BeideneinzelnenSchrmendesneuenVerfahrer^^ 
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verarbeitung benfltigt wird piiz-DNA aus dem Blut von "Keren gewonnen werden, die speziell 

logie etc. denkbar. or i a „h»oc in«iiesondereinderDiagnostikauchbeisehrgeringen 

[0017] Das Verlahren der Extrakbon von P.lz-DNA erlaubt es. e J^JZ\ u ^ nen Ferner kann dieser 

Personal angewendet werden kann. Pilzzellen aus dem Vollblut 

gem MaBe vorhanden ist. Pilz-DNA von zelluiarer DNA erreicrit. Durch den 

DNA getrennt werden konnen. Be. dem daraufhin ^^^^fMepgen an zelluiarer DNA in der 

durch geagn*. <^f* ^22!SS^L., dw» «MI* Ml. Phaser*, 

a1 .1) Lysis der roten Blutkorperchen durch osmotische Hamolyse; 


40 


45 


SO 


a1 .2) enzymatisches AufschlieBen der weiBen Blutkorperchen; und 

.2.1) ZentrHugation des so behandeiten Vollblutes und Verwendung des Pellet in den nachsten Verfehrensschrit- 


ten. 


[0023, HieristvonVorte^^ 

den. die Pilzzellen selbst jedoch noch ncM ^^^dSln urSlellbruchstOcken der Blut- 
sichere Trennung zwischen der inzwschen ^^T^^^^ M dieS e Weise wird auBerdem 
zellen einerseits sowie noch ubewegend .ntakten ^^^^^^^ pollen vorhanden ist. 
sichergestellt. daB keine Pib-DNAvertor^ 

Zusammena^ai^ 

Ts^S^t 2 ::^ -r«en r*g,ich ist, da das 

b1.1) alkalisches Lysieren und enzymatische Behandlung der Pilzzellen. 
[0025] Es hat sich herausgeste.lt daB durch diese einfachen Verlahrensschritte ein sieves Autsch.ieBen der Pilz- 
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zellen mdglich ist, die aus dem Pellet des Verfahrensschrittes a2.t) wieder aufgenommen wurden. 
[0026] Weiterhin ist es bevorzugt, wenn im Schritt a1 .1) die Lysis der roten BlutkOrperchen mit Hitte einer hypotonen 
LOsung erfolgt, vorzugsweise mit einer Endkonzentration von ca. 10 mM Tris pH 7,6. 5 mM MgCI 2 und 10 mM NaCI, 
und wenn im Schritt a1 .2) das enzymatische AufschlieBen der weiBen Blutkrjrperchen in einer Ldsung mit einer End- 
5 konzentration von 200 ng/ml Proteinase K, 10 mM Tris pH 7,6, 10 mM EDTA pH 8.0, 50 mM NaCI und 0,2 % SDS 

[0027] In einer Weiterbildung wird die LSsung aus Schritt a1.2) fur 100-140 min. vorzugsweise 120 min bei 60-70 C, 
vorzugsweise bei 65 C inkubiert. 

[0028] Es wurde gefunden, daB auf diese Weise die Blutzellen zuveriassig und vollstandig aufgeschlossen werden 
w kOnnen wobei eine Beschadigung der Pilzzellen vermieden wird. so daB nach diesen Verfahrensschritten sowohl die 
in dem Ausgangsblut fret in LOsung befindlichen als auch die phagozytierten Pilzzellen relativ unbeschadigt vorliegen 
und abzentrifugiert werden kOnnen, ohne ihre DNA dabei zu verlieren. 
[0029] Ferner ist es bevorzugt, wenn der Schritt b1 .1) die folgenden Schritte umfaBt: 

is - Inkubieren der im Pellet aus Schritt a2.1) befindlichen Pilzzellen bei 90-98'C, vorzugsweise 95'C fur 5-15 min. vor- 
zugsweise 10 min. in einer LOsung mit 50 mM NaOH, 

- Neutralisation mit 1 M Tris-HCI pH 7,0, 

- Enzymatische Behandtung mit Zymolyase fur 50-70 min. vorzugsweise 60 min bei 30-40°C, vorzugsweise 37 C. 

- Proteindenaturierung durch Inkubation mit Tris/EDTA bei 60-70°C. vorzugsweise 65*C. fur 10-30 mm, vorzugs- 
20 weise 20 min. 

[0030] Es wurde gefunden, daB durch diese Verfahrensschritte ein sicheres AufschlieBen der Pilzzellen mit daraufhin 
erfblgender vdlstandiger Freigabe der Pilz-DNA mOglich ist, so daB die Pilz-DNA nunmehr frei in LOsung ist und von 
den Zellbruchstucken der Pilzzellen isoliert werden kann. 
25 [0031 ] Dabei ist es bevorzugt. wenn in diesem Zusammenhang der Schritt b2) folgende Schritte umfaBt: 

Proteinprazipitation mit 5 M Kaliumazetat. und 

- DNA-Praziprtation des Clberstandes in eiskaltem Isopropand. 

30 [0032] Diese Verfahrensschritte sind sehr einfach durchzufuhren, zunachst wird durch Zugabe von Kaliumazetat das 
Protein herausgefailt. dann der Uberstand abgenommen und mit eiskaltem Isopropanol versetzt. so daB die DNA aus- 
failt. Diese ausgefallene DNA kann dann fur die weiteren Verfahrensschritte herangezogen werden, also zum Nachweis 
und zur Identrfizierung einer Pilzirrfektion dienen. 

[0033] Bei dem beschriebenen Verfahren ist also zusammengefaBt als erstes von Vorteil. daB die Pilzspezies sozu- 
35 sagen an Hand ihrer DNA allgemein nachgewiesen und dann speziell identifiziert werden kann. Die Pilz-DNA wird 
dabei nicht direkt aus dem Vollblut extrahiert, sondern zunachst erfolgt eine Trennung der Pilzzellen von zelluiarer DNA, 
urn die Sensitivitat und Spezif itat des Nachweises zu erhflhen. Mit anderen Worten, wenn nur sehr wen.ge Pilzzellen in 
dem Vollblut vorhanden sind. so kfinnte die daraus extrahierte sehr geringe Pilz-DNA-Menge ggf. vor dem Hirrtergrund 
der in sehr hoher Konzentration vorliegenden zelluiaren DNA nicht nachgewiesen werden, so daB die erwahnte Tren- 
40 nung hier groBe Vorteile bezuglich der Sensitivitat bringt. 

[0034] Ein weiterer Vorteil bei dem neuen Verfahren liegt darin, daB auch phagozytierte Pilzzellen fur den Nachweis 
zur Verfugung stehen, da zunachst die Blutzellen des VollWutes aufgeschlossen werden, ohne daB dabei die Pilzzellen, 
seien sie frei in LOsung oder in phagozytiertem Zustand. beschadigt werden. Erst nach Abtrennung der Pilzzellen von 
der zelluiaren DNA und den verbleibenden Zelrtrummern der Blutzellen werden dann die Pilzzellen aufgeschlossen. - 
45 Das hierzu verwendete Verfahren ist in der Lage, trotz der sehr komplexen Pilzzellwande fur einen vollstandigen Auf- 
schluB zu sorgen, ohne daB dabei die Pilz-DNA zerstOrt wird. 

[0035] Gegenstand der vorliegenden Anmeldung ist ebenfalls ein Kit zur Durchfuhrung des oben beschriebenen Ver- 
fahrens Ein derartiges Kit kann eine Zusammenstellung samtlicher StammlOsungen enthalten, wie sie fur die genann- 
ten Verfahrensschritte im einzelnen ben6tigt werden. Es ist jedoch auch mOglich, in diesem Kit nur cfie nicht 

so ublicherweise in einem Labor vorratigen StammlOsungen vorzusehen, so daB bspw. auf die Tris-Puffer etc. verzichtet 
werden kann, aber zumindest die Proteinase K und die Zymolyase in dem Kit vorhanden sind. 
[0036] In den Beispielen 6 bis 9 ist beschrieben, wie zunachst nachgewiesen wird, ob in dem Prazipitat uberhaupt 
Pilz-DNA vorhanden ist. woraufhin dann das Prazipitat noch einzelnen Pilzspezies zugeordnet werden muB. Dabei wird 
ausgenutzt daB die im Sequenzprotokoll unter SEQ ID-No: 1 und SEQ ID-No: 2 angegebenen DNA-Sequenzen spe- 

55 zHisch an Bindungsstellen auf dem Pilz-Gen fur die 18 ssu-rRNA vieler Pilzstamme und -spezies binden und als Primer 
in einer Polymerase-Kettenreaktion Verstarkungsprodukte mit einer Unge von ca. 500 Basenpaaren erzeugen. Diese 
Verstarkungsprodukte kbnnen dann im Rahmen einer sequentiellen Hybridisierung bestimmten Pilzspezies zugeord- 
net werden, wobei als Hybridisierungssonden die im Sequenzprotokoll angegebenen NuWeotidsequenzen SEQ ID-No: 
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3 bis SEQ ID-No: 8 verwendet werden, die Spezies-spezifische Sonden sind. 

[0037] Selbstverstandlich kann die Piiz-DNA auch mit anderen z.B. molekularbiologischen Methoden nachgewiesen 
und einzelnen PHzspezies zugeordnet werden, die PCR mit den spezifischen Primern sowie die anschheBende 
sequentielle Hybridisierung stellen jedoch sehr funktionssichere, einfach zu handhabende Verfahren dar. 
5 [0038] Weitere Vorteile ergeben sich aus der nachstehenden Beschrefoung. 

[0039] Es versteht sich daB die vorstehend genannten und die nachstehend noch zu eriauternden Merkmale nicht 
nur in den jeweils angegebenen Kombinationen, sondern auch in anderen Kombinationen oder in Alleinstellung ver- 
wendbar sind. ohne den Rahmen der vorliegenden Erf indung zu verlassen. 

[0040] Beispiele fur die Durchfuhrung der einzelnen Verfehrensschritte scwie die Anwendung des Veriahrens im Ran- 
10 men eines Winischen Untersuchungsprogrammes sind in der folgenden Beschreibung angegeben. 

[0041 ] Ein besonderer Vorteil des neuen Veriahrens liegt darin, daB es mit VollWut durchgefuhrt wird, daB also z.B. 
keine Biopsie erforderlich 1st oder noch herzustellendes Serum verwendet wird. Mit dem Vbllblut wird zunachst etne 
Trennung der Pilzzellen von zelluiarer DNA vorgenommen. Dies ist erforderlich, damit cfie ggf. nur in germger Menge 
vorliegende Pilz-DNA nicht vor dem Hintergrund der in sehr viel hOherer Konzentration vorhandenen zeilulftren DNA 
is nachgewiesen werden muB. Dadurch wird also die Spezifit&t des Nachweisverfahrens erhOht. Zu diesem Zweck wer- 
den als erstes die roten BlutkOrperchen durch osmotische Hamolyse lysiert und dann die weiBen BlutkOrperchen enzy- 
matisch aufgeschlossen. Diese beiden Verfahrensschritte sind so ausgewahlt. daB durch siedie Pilzzellen selbst noch 
nicht beschadigt werden und daB ggf. phagozytierte Pilzzellen unbeschadigt wieder freigesetzt werden, so daB auch 
sie fur den weiteren Nachweis zur Verfugung stehen. 

Beispiel 1 : Lysis roter BlutkOrperchen durch osmotische Hamolyse. 

[0042] Die Lysis der roten BlutkOrperchen erfolgt mit Hirfe einer hypotonen LOsung. Dazu wird folgender Puffer mit 
folgenden Endkonzentrationen verwendet: 

Tris pH 7,6 10 mM 
MgCl 2 5 mM 

NaCl 10 mM 


20 


25 


30 


35 [0043] Die LOsung wird fur 1 0 min bei Raumtemperatur inlafciert, und danach zentrifugiert. 
[0044] Fur diesen ersten Schritt ist eine Menge von 3 ml Vollblut ausreichend. 

Beispiel 2: Enzymatisches AufschlieBen weiBer BlutkOrperchen 

40 [0045] Die weiBen BlutkOrperchen, die ggf. Pilzzellen enthalten, werden vorsichtig aufgebrochen, indem die Zellen 
mrt Proteinase K (200 fig/rnl) der Firma Boehringer, Mannheim in folgendem Puffer mrt den angegebenen Endkonzen- 
trationen enzymatisch angedaut werden, in dem das Pellet aus Beispiel 1 aufgenommen wird: 


45 


50 


55 


Tris pH 7,6 10 mM 

EDTA pH 8,0 10 mM 

NaCl 50 mM 

SDS 0,2 % 

Proteinase K 200 pg/ml 


[0046] Dieser Puffer wird fur zwei Stunden bei 65 C inkubiert. 
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Beispiel 3: Trennung uberwiegend irrtakter Pilzzellen vor allem von zelluiarer DNA 

[0047] Nachdem wie in den Beispieien 1 und 2 angegeben die Blutzellen aufgeschlossen wurden. so daB die zelluiare 
DNA freigegeben wurde, erfolgt ein Zentrifugationsschritt bei 5000 Unxfrehungen/hiin, der zu einem erheblichen Ver- 
5 lust an zelluiarer DNA fuhrt. die bei dieser Zentrifugationsgeschwindigkeit nicht sedimerrtiert. 

[0048] Im Sediment befinden sich jetzt vollstandig die freien oder freigesetzten Pilzzellen, die fur die weitere Verar- 
beitung in einem Puffer (Aqua bidest) aufgenommen werden. 

Beispiel 4: AufschlieBen der Pilzzellen 

10 

[0049] Als nachstes werden die Pilzzellen alkalisch lysiert und enzymatisch behandett, urn die Pi!z-DNA freizusetzen. 
[0050] Dazu erfolgt zunachst eine Alkalilyse mit 200 ml 50 mM NaOH fur 10 min bei 95°C. 
[0051] Daraufhin erfolgt ein Neutralisationsschritt mrt 1 M Tris-HCI pH 7,0. 

[0052] Als nachstes werden 500 jil Zymolyase von Sigma (300 \ig/m\) zugegeben und die L&sung fur 60 mm bei 37°C 
is inkubiert, urn die Pilzzellen enzymatisch aufzuschlieBen. 

[0053] Daraufhin werden 500 jil Tris/EDTA und 50 jiM 0%iger SDS Ldsung zugegeben und das Gemisch bei 65°C fur 
20 min inkubiert, urn das Protein zu denaturieren. 

Beispiel 5: Isolation der Pilz-DNA 

20 

[0054] In der nunmehr vorliegenden LOsung befinden sich Trummer der Pilzzellen sowie freie Pilz-DNA, die nun iso~ 
liert werden muB. 

[0055] Hierzu erfolgt zunachst eine Proteinprazipitation mit 5 M Kaliumazetat, woraufhm der Uberstand abgenommen 
und die DNA dann durch Zugabe von eiskaltem Isopropanol ausgefaitt wird. Dieses Failungsprodukt wird dann fur die 
25 werteren Verfahrensschritte verwendet. 

[0056] Durch die in den Beispieien 1 - 5 angegebenen Verfahrensschritte ist es also mdgiich, aus Vollblut hoch-selek- 
tiv Pilz-DNA zu extrahieren, die nun als Prazipitat vorliegt und nur gering mit zelluiarer DNA verunreinigt ist, wodurch 
der jetzt erfolgende Nachweis sehr sensrliv und hochspeztfisch erfolgen karr. 

30 Beispiel 6: AmpWikation eines pilzspezifischen DNA-Segmentes 

[0057] In diesem Verfahrensschritt soli zunachst nachgewiesen werden, ob in dem Prazipitat aus dem Verfahrens- 
schritt in Beispiel 5 uberhaupt Pilz-DNA vorhanden ist. Dabei wird ausgenutzt. daB die im Sequenzprotokoil unter SEQ 
ID-No: 1 und SEQ ID-No: 2 angegebenen DNA-Sequenzen spezifisch an Bindungsstellen auf dem Pilz-Gen fur die 

35 l8ssu-rRNA vieler Pilzstamme und -spezies binden. 

[0058] Der Erfinder der vorliegenden Anmeldung hat namlich erkannt, daB dieses Pilz-Gen bei den verschiedenen 
Pilz-Stammen und -Gattungen ein derartiges Sequenzsegment aufweist, das einerseits von zwei Bindungsregionen fur 
Primer f lankiert wird. die fur alle Pilz-Stamme und -Gattungen identisch sind, daB aber andererseits die Sequenz die- 
ses Segmentes fur die verschiedenen Pilz-Stamme und -Gattungen so verschieden ist. daB sie gleichzeitig zum Nach- 

40 weis der einzelnen Pilzspezies und -Gattungen verwendet werden kann. 

[0059] Die DNA-Sequenz SEQ ID-No: 1 bindet dabei an den sense-Strang, wahrend die DNA-Sequenz SEQ ID-No: 
2 an den anti-sense-Strang bindet, wobei der Abstand zwischen den beiden Bindungsstellen ca. 500 Basenpaare 
betragt. Diese beiden DNA-Sequenzen SEQ ID-No: 1 und SEQ ID-No: 2 eignen sich damit als Primer fur eine Polymer- 
ase-Kettenreaktion (PCR), in der folglich Verstarkungsprodukte (Amplicon) mit einer LSnge von ca. 500 Basenpaaren 

45 erzeugt werden. 

[0060] In der nachfolgenden Tabelle 1 ist die Lage der Primer und die Lange des jeweiligen Amphcons angegeben. 


50 


55 
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Tabelle 1; Von Pilz-Pathogenen erhaltene Amplicons 

Pilzspezies Bindungsstellen der Primer Lange des Amplicons 

Vorwarts-Primer Rucfcwarts-Primer 


c. 

albicans 

bp544-563 

bpl033-1014 

bp490 

c. 

glabrata 

bp546-565 

bpl047-1028 

bp502 

c. 

krusei 

bp535-554 

bp!016-997 

bp482 

c. 

tropicalis 

bp544-563 

bpl030-1011 

bp487 

c. 

parapsilosis 

bp544-563 

bpl033-1014 

bp490 

A* 

fumigatus 

bp544-563 

bpl046-1027 

bp503 

A. 

niger 

bp483-502 

bp986 - 967 

bp503 

A. 

f lavus 

bp483-502 

bp985 - 966 

bp502 

A. 

terreus 

bp481-500 

bp984 - 965 

bp503 

A. 

nidulans 

bp481-500 

bp984 - 965 

bp503 


[0061] Durch diese beiden Primer SEQ ID-No: 1 und SEQ ID-No: 2 lassen sich also fur alle relevanten Pilzspezies 
der Gattungen Candida und Aspergillus durch das PCR-Verfehren Amplicons von ca. 500 Basenpaaren in ausreichen- 
der Menge herstellen. 

[0062] Die PCR-Bedingungen sind dabei die Iblgenden: 

Puffer (50 pi) : 
10 mM Tris pH 9,6 
50 mM NaCl 
10 mM MgCl 2 
0,2 mg/ml BSA 
Polymerase 
je 0,5 mM Nukleotide 
je 100 pM Primer 
Anfangliche Denaturierung: 
Zyklus-Denatur ierung : 
Annealing: 


3 min bei 94 C 
0,5 min bei 94 C 
1 min bei 62 C 
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Extension: 2 min bei 72 C 

Terminale Extension: 
5 min bei 72 C 

Zykluszahl: 34 


[0063] Die hohe Magnesiumkonzentration im Puffer sorgt fur eine hohe Spezifitat der Potymerase, die mit 72 C im 
Extensions-Schrrttbei ihrem Temperaturoptimum arbeiten kann. 

[0064] Mit diesen Primern konnten insgesamt 40 Stamme von Candida albicans, 1 0 Stamme von Candida tropicalis, 
6 Stamme von Candida parabiosis, 1 1 Stamme von Candida glabrata. 8 Stamme von Candida krusei, 8 Stamme von 
Aspergillus fumigatus, 6 Stamme von Aspergillus flavus, 5 Stamme von Aspergillus terreus, 7 Stamme von Aspergillus 
niger, 5 Stamme von Aspergillus nidulans und 3 Stamme von Aspergillus versiculor erfolgreich amplifiziert werden. 

Beispiel 7: Nachweis der Amplifikationsprodukte aus Beispiel 6 

[0065] Im nachsten Schrrtt soil jetzt nachgewiesen werden, ob bei der PCR-Reaktion aus Beispiel 6 auch tatsachlich 
DNA-Segmente mit einer Lange von ca. 500 Basenpaaren hochverstarkt wurden. Diese Detektion der pilzspeztf ischen 
DNA-Segmente erfolgt durch Ethidumbromid-Farbung der spezifischen Bande in einem 2%igen Agarose-Gel. 
[0066] 1st hier die spezifische Bande zu erkennen, so kann von einer Pilzinfektion ausgegangen werden. da die Pri- 
mer SEQ ID-No: 1 und SEQ ID-No: 2 an alle oben erwahnten Pilzstamme binden. Sollte also durch die Verfahrens- 
schritte aus den Beispielen 1 - 5 Pilz-DNA extrahiert worden sein, so wird sie durch den PCR-Schritt des Beispiels 6 so 
wert hochverstarkt, daB sie hier durch Ethidiumbromid-Farbung nachgewiesen werden kann. 

Beispiel 8: Zuordnung der Amplifikationsprodukte aus Beispiel 6 zu einzelnen Pilzspezies 

[0067] Fur eine spezifische Therapie ist es jetzt noch erforderlich, die im Schrrtt 7 bererts nachgewiesene Pilzinfektion 
genauer zu spezifizieren. Hier zeigt sich jetzt ein weiterer Vorteil des PCR-Schrrttes aus Beispiel 6. Dort wurde namlich 
so viel pilzspezifisches DNA-Segment erzeugt. daB jetzt weitere Nachweisverfahren zur Bestimmung der Pilzspezies 
mOglich sind. 

[0068] Hierzu werden die im Sequenzprotokoll angegebenen Nudeotidsec^jenzen SEQ ID-No: 3 bis SEQ ID-No: 8 
herangezogen, die als Spezies-spezifische Sonden dienen, die mit einem Sequenzabschnitt des in Beispiel 6 erzeug- 
ten DNA-Segmentes spezifisch hybridisieren. 

[0069] Es wurde gefunden, daB die Sonde SEQ ID-No: 3 mit Candida albicans. SEQ ID-No: 4 mit Candida glabrata, 
SEQ ID-No: 5 mit Candida krusei, SEQ ID-No: 6 mit Candida tropicalis, SEQ ID-No: 7 mit Candida parapsilosis und 
SEQ ID-No: 8 mit Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. versiculor, A. niger. A. nidulans und A. terreus hybridisieren. Die 
Nucleotidsequenz SEQ ID-No: 8 ist also eine allgemeine Aspergillus-Sonde, wfihrend die Nucleotidsequenzen SEQ 
ID-No: 3 - SEQ ID-No: 5 Pilzspezies der Gattung Candida voneinander unterscheiden kOnnen. 
[0070] Urn die erfolgte Hybridisierung nachweisen zu kfinnen, werden die Sonden mit dem Transferase-Kit der Firma- 
Boehringer. Mannheim mit Digoxigenin markiert. wobei der Nachweis nach dem Southern Blot-Verfahren mit der GWi- 
chen Farbreaktion erfolgt. 

[0071 ] Mit HiHe dieser Sonden erfolgt eine sequentielle Hybridisierung, die nach der Hauf igkert der einzelnen Pilzspe- 
zies gestaffelt ist. so daB zunachst mit SEQ ID-No: 3 (C. albicans), dann mit SEQ ID-No: 8 (Aspergillus), SEQ ID-No: 
6 (C. tropicalis), SEQ ID-No: 7 (C. parapsilosis), SEQ ID-No: 4 (C. glabrata) und schlieBlich mrt SEQ ID-No: 5 (C. krusei) 
hybridisiert wird. 

[0072] Auf diese Weise ist es also mOglich, an Hand der im Schrittbeispiel 6 erzeugten Amplifikationsprodukte durch 
sequentielles Hybridisieren die Pilzspezies zu identifizieren und anschlieBend eine gezielte Therapie einzuleiten. 

Beispiel 9: Nachweis ausgesater Pilzzellen in Blut 

[0073] Mit Hilfe der spezifischen Amplifikation und sequentiellen Hybridisierung gelang es. Pilzspezies mit einer Sen- 
sitivitat von 1 - 3 Pilzzellen reproduzierbar nachzuweisen. Durch Aussaat von Pilzspezies in Blutproben konnte nach- 
gewiesen werden, daB das obige Verfahren eine Sensitivitat von einer sog. CFU (colony forming unrt)/ml-Blut erreicht. 
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Diese Nachweisgrenze liegt weil unterhalbderjenigen, die bei einer Winisch relevanten Pilzaussaat in Bluterwartet wer- 
den kann. 

Beispiel 10: Klinisches Untersuchungsprogramm 

[0074] In einem groB angelegten Winischen Untersuchungsprogramm konnte eine hohe Spezifrtat des neuen Veriah- 
rens bei der Analyse von 165 Blutproben von 65 gesunden Probanden gezeigt werden. Alle 165 Blutproben sind nega- 
tiv geblieben. 

[0075] 94 immunsupprimierte Patenten mit unWarem Fieber wurden daraufhin auf die Prdsenz einer Pilzinfektion 
untersucht. Von 69 Patienten, bei denen keine invasive Pilzirtfektion vorlag. waren wert Ober 200 Blutproben (bis auf 
eine Ausnahme) ebenfalls negativ. 

[0076] Dagegen konnten alie 25 Patienten mit invasiver Pilzinfektion bereits innerhalb der ersten Woche ate posrtrv 
identifiziert werden. Bei alien Patienten gelang daruber hinausdie Zuordnung zu dem verursachenden Pilzenreger. 
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1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

( i ) ANMELD ER : 

(A) NAME: Eberhard-Karls-Universitaet Tuebingen, 

Universitaetsklinikum 

(B) STRASSE: Geissweg 3 

(C) ORT: Tuebingen 

(E) LAND: Germany 

(F) POSTLEIT ZAHL : D-72076 


(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Extraktion von Pil2zellen aus 

klinischem Material 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 8 

(iv) KORRESPOND EN Z ADRES S E : , 

(A) ADRESSAT: Witte f Weller, Gahlert, Otten & Steil 

(B) STRASSE: Rotebuehlstrasse 121 

(C) ORT: Stuttgart 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL : D-70178 

(v) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAEGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER : IBM PC compatible 

(C) BETRIEBS SYSTEM : PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(vi) DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: 98103296.4 

(B) ANMELD ED ATUM : 25.02.1998 

(vii) DATEN FRUEHERER ANMELDUNG EN: 

(A) ANMELDENUMMER: DE 195 30 332.6 

(B) ANMELD ED ATUM : 17.08.1995 

(A) ANMELDENUMMER: DE 195 30 333.4 

(B) ANMELD ED ATUM : 17.08.1995 

(A) ANMELDENUMMER: 195 30 336.9 

(B) ANMELD EDATUM : 17.08.1995 

(A) ANMELDENUMMER: 96 929 253.1 (WO 97/07238) 

(B) ANMELD EDATUM : 13.08.1996 

(Viii) INFORMATION ZUM VERTRETER: 

(A) NAME: Dr. Ha jo Otten 

(B) VERTRETERNUMMER: 0075070.3 

(C) ANWALTSAKTE: 5402P155EP 

(ix) INFORMATION ZUR TELEKOMMUNIKATION : 

(A) TELEFON: 0711-66 669-0 

(B) TELEFAX: 0711-66 669-99 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaeure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(iii) HYPOTHETISCH: JA 


(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: 5EQ ID NO: 1: 
ATTGGAGGGC AAGTCTGGTG 
(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaeure 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 


(iii) HYPOTHETISCH: JA 


(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCGATCCCTA GTCGGCATAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaeure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 


(iii) HYPOTHETISCH: JA 


(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
TCTGGGTAGC CATTTATGGC GAACCAGGAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaeure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 


(iii) HYPOTHETISCH: JA 


(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TTCTGGCTAA CCCCAAGTCC TTGTGGCTTG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaeure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 


EP0894 870A2 


10 


45 


50 


(D) TOPOLOGIE: linear 

(iii) HYPOTHETISCH : JA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GTCTTTCCTT CTGGCTAGCC TCGGGCGAAC 30 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 


(i) SEQUEN ZKENN Z EICHEN : 

(A) LAENGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaeure 

15 (C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 
20 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

GTTGGCCGGT CCATCTTTCT GATGCGTACT 30 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

25 (i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaeure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

30 

(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 

35 

TTTCCTTCTG GCTAGCCTTT TTGGCGAACC 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
40 (A) LAENGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaeure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 


(iii) HYPOTHETISCH: JA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
CATGGCCTTC ACTGGCTGTG GGGGGAACCA 30 


55 PatentansprQche 

1 . Verfahren zum Nachweisen von Pilzzellen in kJinischem Material unter Extrahieren von Pilz-DNA aus VollbJut, mit 
den Schrrtten: 
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a) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen ausdem Vollblut, und 

b) Extrahieren von ONA aus den isoiierten Pilzzellen durch 
b1) AufschlieBen der isoiierten Pilzzellen, und 

b2) Isolation der Pilz-DNA, 
5 dadurch gekennzeichnet daB der Schritt a) die weiteren Schritte umfaBt: 

a1) AufschlieBen der im Vbllblut befindlichen Blutzeiien; und 
a2) Isolation uberwiegend intakter Pilzzellen von zelluiarer DNA. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB der Schritt a) die weiteren Schritte umfaBt: 

w 

al.t) Lysis der roten BlutkOrperchen durch osmotische Hamotyse; 
a1.2) enzymatisches AufschlieBen der weiBen BlutkOrperchen; und 

a2.1) Zentrifugation des so behandelten Vollblutes und Verwendung des Pellet in den nachsten Veriahrens- 
schritten. 

15 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. daB im Schritt a1.1) die Lysis der roten BlutkOrperchen mit 
Hilfe einer hypotonen LOsung und einem Detergenz erfolgt, vorzugsweise mit einer Endkonzentration von 10 mM 
Tris pH 7,6, 5 mM MgCI 2 und 10 mM NaCI. 

20 4. Verfahren nach Anspruch 2 Oder 3. dadurch gekennzeichnet, daB im Schritt a1 .2) das enzymatische AufschlieBen 
der weiBen BlutkOrperchen in einer LOsung mit einer Endkonzentration von 200 fig/ml Proteinase K, 1 0 mM Tris pH 
7,6, 10 mM EDTA pH 8,0, 50 mM NaCI und 0,2 % SDS erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die LOsung fur 100 - 140 min, vorzugsweise 1 20 min bei 
25 60-70°C, vorzugsweise bei 65°C inkubiert wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Schritt b1) den weiteren Schritt 
umfaBt: 

30 b1 . 1 ) Alkalisches Lysieren und enzymatische Behandlung der Pilzzellen. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Schritt b1 .1) folgende Schritte umfaBt: 

Inkubieren der im Pellet aus Schritt a2.1) befindlichen Pilzzellen bei 90-95°C, vorzugsweise 95°C fur 5-15 min, 
35 vorzugsweise 10 min, in einer LOsung mit 50 mM NaOH, und 

- Neutralisation mit 1 M Tris-HCI pH 7.0, 

enzymatische Behandlung mit Zymolase fur 50-70 min, vorzugsweise 60 min bei 30-40°C t vorzugsweise 37°C. 

- Proteindenaturierung durch Inkubation mit Tris/EDTA bei 60-70°C, vorzugsweise 6S°C fur 10-30 min, vorzugs- 
weise 20 min. 

40 

8. Verfahren nach Anspruch 6 Oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB der Schritt b2) folgende Schritte umfaBt: 

Proteinprazipitation mit 5 M Kaliumazetat, und 
DNA-Prazipitation des Uberstandes in eiskaltem Isopropanol. 

45 

9. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 - 8. 
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